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GEANDERTE AN SP RUCHE 

[beim Interaationalen Buro am 20. Juni 1988 (20.06.88) eingegangen; 
neur Anspruch 9 aufgeflihrt (1 Seite)] 

gekoppelten System mi t Peroxidase verwendet wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 1 - 6, 

dadurch gek. ennzeichnet, 

daS als Farbstoff ein Redoxindi kator verwendet wird* 

8. Verfahren nach Anspruch 7, 

dadurch gekennzeichnet, 

daS als Farbstoff 3 , 3 1 , 5, 5 ' -Tetramethyl benzi di n verwendet 

wird. 

9. Verfahren nach .einem der Ansprliche 1 bis 8 zur immunenzymati schen 
Bestimmung von Antigenen mit einem ersten Antikbrper Oder 

von Antikorpern mit einem zweiten Antikorper und einem an 
den ersten bzw. zweiten Antikorper kovalent gebundenen Indi- 
katorenzym mittels eines Farbstoffes, indem eine Farbreaktion 
mit dem Indi katorenzym durchgefuhrt wird, 

d.adurch gekennzeichnet, 

daS ein Farbstoff verwendet wird, der unterschi edl ich gefarbte 
Reakti onsprodukte zu bilden vermag, die Farbstoff konzentrati on 
nur in der GrbBenordnung des Substr atumsatzes gehalten wird, 
so daB in Abhangigkeit der Antigen- bzw, Anti korperkonzentrati on 
unterschiedl ich gefarbte Reaktiohsprodukte entstehen, und 
daB zur Variation des MeBbereiches die Farbstoff konzentration 
so gewahlt wird, daB der Farbumschlag zur Detektion ausnUtzbar 
ist, indem die quantitative Bestimmung des Antigens bzw, Anti- 
korpers durch einen Vergleich der farbigen Reakti onsprodukte 
mit Ref erenzf arben erfolgt. 
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Der neue Anspruch 9" stilt zt sich auf die Offenbarung des ursprUng- 
lichen Anspruches 1 in Verbindung rait der Beschreibung (Seite 7, 
Abs. 2, Mitte). 



per 



WELTORGANISATION FOR GEISTIGES EIGENTUM 
Internationales BQro 




INTERNATIONALE ANMELDUNG VEROFFENTLICHT NACH DEM VERTRAG OBER DIE 
INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS (PCT) 



(51) Internationale Patentklassiflkation 4 : 
C12Q 1/28, G01N 33/535 



Al 



(11) Internationale Veroffentlichungsnummer: WO 88/ 04328 

16. Juni 1988(16.06.88) 



(43) Internationales 

Verof f en tlichungsdatum : 



(21) Internationales Aktenzeichen: 



PCT/DE87/00583 



(22) Internationales Anmeldedatum: 

8. Dezember 1987 (08.12.87) 



(31) Prioritatsaktenzeichen: 

(32) Prioritatsdatum: 

(33) Prioritatsland: 



P36 41 830.7 
8. Dezember 1986 (08.12.86) 
DE 



(71) Anmelder (fur alle Bestimmungsstaaten ausser US): 

FRAUNHOFER-GESELLSCHAFT 2UR FORDE- 
RUNG DER ANGEWANDTEN FORSCHUNG 
E.V. [DE/DE]; LeonrodstraBe 54, D-8000 Mttnchen 19 
(DE). 

(72) Erfinder;und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fur US) : BRYNICK, Dieter 
[DE/DE]; Wilhelm-Werter-Str. 13, D-7409 Dusslingen 
(DE). TRICK, Iris [DE/DE]; Waldrennacher Steige 
24, D-7540 Neuenburg (DE). TROSCH, Walter [DE/ 
DE]; Egerweg 35, D-7Q00 Stuttgart 61 (DE). 



(74)Anwalt: PATENTSTELLE FOR DIE DEUTSCHE 
FORSCHUNG DER FRAUNHOFER-GESELL- 
SCHAFT; LeonrodstraBe 68, D-8000 Munchen 19 
(DE). 



(81) Bestimmungsstaaten: AT (europaisches Patent), BE (eu- 
ropaisches Patent), CH (europaisches Patent), DE 
(europaisches Patent), FR (europaisches Patent), GB 
(europaisches Patent), IT (europaisches Patent), LU 
(europaisches Patent), NL (europaisches Patent), SE 
(europaisches Patent), US. 



Verdfferitlicht 

Mit internationalem m Recherchenbericht. 
Vor Ablauf der fur Anderungen der Anspruche zugelqs- 
senen Frist Veroffentlichung wird wiederholt falls An< 
derungen eintreffen. 



(54) Title: IMMUNOLOGICAL ENZYMATIC TEST WITH DETECTION BY COLOR CHANGES IN THE VISIBLE 
SPECTRUM 

(54)Bezeichnung: IMMUNENZYMATISCHER TEST MIT DETEKTION DURCH FARBUMSCHLAG IM SICHT- 
BAREN SPEKTRALBEREICH 

(57) Abstract 

In an immunological enzymatic test with detection by color changes in the visible spectrum, the dyestuff concentra- 
tion is only of the order of magnitude of the substrate turnover. Depending on the concentration of antigens or antibodies, 
reaction products having different colours are produced, so that the quantitive determination of the antigen or antibody 
can be effected by comparing the coloured reaction product with reference colours. 

(57) Zusammenf assung 

Immunenzymatischer Test mit Detektion durch Farbumschlag im sichtbaren Spektraibereich. Die Farbstofflconzen- 
tration liegt nur in der Grdssenordnung des Substratumsatzes und in Abhangigkeit der Antigen- bzw. Antikorperkonzen- 
tration entstehen unterschiedlich gefSrbte Reaktionsprodukte, so dass die quantitative Bestimmung des Antigens bzw. An- 
tikorpers durch einen Vergieich der farbigen Reaktionsprodukte mit Referenzfarben erfolgen kann. 



LEDIGUCH ZUR INFORMATION 



Code, die zurldentifiaerungvoaPCT-Vertragsstaateriauf deaKopfbogenderScfariften,di& Internationale 
Anmeldungen gemass dem PCT verofFentlichen. 



AT Osteneich . 

AU Australien . 

BB Barbados 

BE Belgien 

BG Bulgarien 

BJ Benin 

BR Biasilien 

CF Zentrale Afixkanische Republik 

CG Kongo 

CH Schweiz 

CM. Kamerun 

DE Deotschland, Bundesrepublik 

DK DSnemark 

HI Finn land 



FR Frankreich 

GA Gabun 

GB Vereinigtes KBnigreich. 

HU Ungarn 

H Italien 

JP Japan 

EP Demokratische Volksrepublik. Korea 

KR Republik Korea 

LI Liechtenstein 

LK Sri Lanka 

LU Luxemburg. 

MC Monaco 

MG Madagaskar 

ML Mali 



MR Mauritanien 

MW Malawi 

NL Niederlande 

NO Norwegen 

RO Rumanian 

SD Sudan 

SE Schweden 

SN Senegal 

SU Soviet.Union 

TD Tschad 

TG Togo 

US Vereinigte Staaten von Amerika 



WO 88/04328 



PCT/DE87/00583 



Immunerizymatischer Test mit Detektion durch 
Faxbumschlag im sichtbaren Spektralbereich 

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur immun- 
enzymatischen Bestimmung von Antigenen oder Anti- 
kSrpern rait Detektion durch Farbumschlag in sicht- 
barem Spektralbereich. 

Die enzyraatische Analyse ist vor allem dank der 
SpezifitSt und Geschwindigkeit eine gegemiber den 
herkommlichen liberlegene Analysenmethode . Eine der 
wichtigsten Varianten der enzymatischen Analyse fiir 
die Bestimmung von Antigenen oder Antikorpern ist 
der ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) . Der 
ELISA in seiner einfachsten Form dient-zum Nachweis 
einer beliebigen Substanz (Antigen) , gegen die Anti- 
kdrper verfiigbar sind. Das nachzuweisende Antigen 
wird dabei an eine feste Oberflache adsorbiert. Da 
nach wird das f ixierte Antigen mit Antikorpern mar- 
kiert, die zuvor kovalent an ein Indikatprenzym ge- 
bunden wurden. Nach dem Auswaschen der tiberschussigen 
Antikorper wird das Enzym durch eine Farbreaktion 
nachgewiesen. Durch die Konzentration des gebildeten 
farbigen Reaktionsproduktes kann auf die Konzentration 
des Antigens zuriickgeschlosseri werden. In analoger 
Weise ist die Bestimmung von Antikorpern mit einem 
zweiten Antikorper moglich. 

Es ist bekannt, daB diese "colorometrischen ELISAS" 
vor 1 allem mit drei Enzymen durchgefiihrt werden: alkali- 
sche Phosphatase mit p-nitrophenylphosphat als Substrat, 
8-Galactosidase mit o-Phenyl-B-D-Galactopyranosid und 
Peroxidase mit verschiedenen Farbsubstraten. Die 
quantitative Messung erfolgt bei alien ELISAS durch 
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Bestimmung der Konzentration des farbigen Reaktions- 
produktes, das. aus dem Enzym und dem zuerst farb- 
losen Substrat gebildet wird. 

Bei diesen bekannten Methoden wird jedoch ein 
hoher SubstratioberschuB verwendet, der in der Kegel 
um den Faktor 1 0 iiber dem des tatsachlichen Substrat- 
ximsatzes liegt. Dadurch soli erreicht werden, daB 
das Enzym' mit max. Umsatzgeschwindigkeit arbeitet, 
was die Empf indlichkeit und Schnelligkeit des Testes 
. anheben soli. Durch diese MaBnahme wird jedoch ein 
farbiges Reaktionsprodukt gebildet ,. dess en quantita- 
tive Bestimmung nur durch eine aufwendige und zeit- 
raiubende photometrische Analyse erfolgen kann, die 
zudem von . ausgebildetem Personal ausgeftihrt werden 
muB. 

* 

Eine' einf ache , billige und schnelle Analyse ohne 
Laborausriistung 1st demnach nicht m6glich. Aus der 
Druckschrift von H. Gallati und I. Pracht (J; Clin. 
Chem. Clin. Biochem. 23, 453-460) ist z. -B. bekannt, 
daB fur ELISAS, fur die 3 -, 3 1 , 5 , 5 1 -Tetramethylbenzidin 
(TMB) als Substrat fur Peroxidase verwendet wird, 
1 pjnol/ml TMB eingesetzt wird. 

Eine Shnliche Bestimmungsmethode wird von E. Bos und 
: A. van der Doelen et. al. (J. Immunoassay 2, 187-204) 
beschrieben. Hier werden* 4 20 nmol/ml TMB verwendet. 

Ih.beiden Fallen wird das stabile blaugef arbte 3,3 ' , 
5 r 5' -Tetramethylbenzidin Radikalkation erhalten, der 
Farbumschlag zum gelben 3 , 3 1 f 5 , 5 *-Tetramethyl-l , 1 1 - 
Diphenochinon-4,4 , -Diimmoniumion wird bedingt durch 
den vorhandenen groBen Substrattiberschufl nicht er- 
reicht. Es wird somit nur ein farbiges Reaktions- 
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produkt angehauft, unabhangig vom Antigen- bzw. Anti- 
korperumsatz. Analoges gilt fiir die Bestimmungsmethode 
bei der durch Abstoppung mit Saure dann nur das gelbe 
Reaktionsprodukt erhalten wird. Die quanitative Aus- 
wertung erfolgt durch eine aufwendige photometrische 
Analyse, 

Es ist daher Aufgabe der Erfindung, eine quantitative, 
einfache, billige und schnelle immunenzymatische Be- 
stimmungsmethode zur Verftigung zu stellen. Die Anlalysen- 
methode soli weiterhin von einer Laborausrustung unab- 
hangig sein. 

Die Erfindung wird durch die kennzeichnenden Merkmale 
der Anspriiche gelost. 

Die erfind. Losung zeigt, daB mit der Senkung der 
Farbstof fkonzentration in die Gr58enordnung des 
Substratumsatzes die je nach Antigen- bzw, 
Antikorperumsatz unterschiedlich gef arbten Reaktions- 
produkte zur einfachen und schnellen sowie genauen 
quantitativen Bestimmung dienen konnen. 

Anhand des ELISA, fiir den TMB als Substrat fiir Per- - 
oxidasen verwendet wird, soli die Erfindung naher er- 
lautert werden. TMB wird dabei als Peroxidasesubstrat 
zunSchst zum Zwischenprodukt, denn Tetramethylbenzidin- 
Radikalkation oxidiert, das mit einem Ladungsaustausch- 
komplex im Gleichgewicht steht. Dieses Zwischenprodukt 
ist blau und hat zwei Adsorptionsmaxima bei 370 nm und 
650 nm. Wird mehr H202 umgesetzt als der halben molaren 
Konzentration TMB entspricht, wird das Radikalkation 
weiter oxidiert zum Endprodukt dem 3 , 3 1 , 5 , 5 1 -Tetra- 
methyl- 1,1' -diphenochinon-4 , 4 1 diimoniumion , das bei 
einem Absorptionsmaximum von 450 nm gelb ist. Optisch 
vollzieht sich dieser Teil der Reaktion als ein kon- 
tinuierlicher Wechsel der Farbe der Losung von blau 
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fiber grfine Zwischentone nach gelb. :Die Erfindung er- 
moglicht, daB das auf Farbunterschiede sehr empfind- 
lich reagierende menschliche Auge, die je nach 
Antigen- bzw. Antikorperumsatz unterschiedlich ge- 
f arbten Reaktionsprodukte durch Vergleich mit Re- 
ferenzfarben schneil und quantitativ auswerten kann. 



Im herkommlichen ELISA? der mit Peroxidase und TMB als 
Substrat. durchgef \ihrt wird, werden an der oberen Grenze 
des MeBbereichs ca. ' 50 ma H 2 0 2 /ial (aquivalent zum Sub- 
stratumsatz) umgesetzt; d. h. der MeBbereich . des ELISA ' s 
in Photometer umfaBt den Dmsatz von 0-50 nmol E^C^/ml. 
Bei einer Auswertung des Tests kann eine weitere Akkumu- 
lation des blauen Zwischenproduktes bis ca. 100 nmol/ml 
erkannt werden. Wird der Farbumschlag zur Detektion aus- 
genutzt, kann durch die Wahi der Farbstoffkonzentratiori 
der MeBbereich stark variiert werden. Die obere Grenze 
des MeBbereichs wird durch die TMB-Konzentration fest- 
gelegt. Wird der Test mit Glucose-Oxidase und Peroxidase 
im gekoppelten Enzymsystem durchgef \ihrt, liegt die max. 
Obergrenze bedingt durch die LSsiichkeit des Sauerstof f s 
bei 250 nmol/ml. Wird die TMB-Konzentration gesenkt, 
kann der Farbumschlag bei niedrigeren H 2 0-Umsatz er- 
reicht werdeii , , wodurch auch sehr niedrige Konzentrationen 
des zu bestimmenden Antigens genau quantif iziert werden 
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konnen. Die Untergrenze wird durch die Wahmehmbarkeit 
des Farbstof fes mit dem bloBen Auge definiert und liegt 
bei 10 nmol/ml. Der Test ist also sehr variabel und 
kann je nach Anwendung auf hohe Empf indlichkeit Oder 
groBen MeBbereich ausgelegt werden. 

Zur Durchfiihrung bestehen prinzipiell zwei Moglichkeiten : 

a) Als Enzym wird Peroxidase verwendet, als Farbsubstrat 
TMB. Die Konzentration des TMB wird dabei so. ge- 
w&hlt, daB sie der oberen Grenze des MeBbereiches 
entspricht. Dadurch andert sich mit zunehmender 
Enzymkonzentration und entsprechend zunehmenden 
H 2 0 2 -Umsatz nicht nur die Konzentration eines far- 
bigen Produktes, sondern auch das Verhaltnis zweier 
unterschiedlich gefarbter Produkte und dadurch die 
spektrale Zusammensetzung der zu betrachtenden 
Farbe . 

b) In der zweiten Version werden Glucose-Oxidase mar- 
kierte Antikorper verwendet. Glucose-Oxidase setzt 
Glucose, die in optimaler Konzentration eingesetzt 
werden kann, mit Sauerstoff zu GluconsSure um, wobei 
H 2 02 als Nebenprodukt entsteht, dessen Konzentration 
mit TMB und Peroxidase bestimmt wird. Dabei kann 

die Peroxidase in so hohen Konzentrationen eingesetzt 
werden, daB das H 2 0 2 innerhalb weniger Minuten 
quantitativ umgesetzt wird. Durch den entstehenden 
Farbton kann also die gebildete H 2 0 2 -Konzentration 
und damit die Menge der gebundenen Glucose-Oxidase 
und die Konzentration des nachzuweisenden Antigens 
bestimmt werden. 
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Der Test l'Sflt . sich prinzipiell zum Nachweis von Anti- 
■ korpern und: alien Stibstanzen verwenden, fur die Anti- 
seren verfugbar sind; beispielsweise zum Nachweis yon 
Bakterien und Viren in der Biotechnologie, Lebensmittel- 
.analytik, Hygiene , Medizin und Umwelt, aber auch zum. 
Nachweis von verschiedenen Giften, Hormonen, Pharmaka, 
etc. Sinnvolle Anwendung findet er uberall, wo es gilt^ 
schnell und ohne Laborausstattung quantitative Be- 
stimmungen durchzufuhren. Die Erfindung wird anhand 
einiger Beispiele naher erlautert. 

1 • Biotechnologie 

Die Probe aus dem Reaktor wird mit zuvor immobilisier- 
ten Antikorpern gegen den spezifischen Stamm inkubiert. 
. Die Bakterien dieses Stammes werden gebunden, die.ande- 
- ren werden ebenso wie alle ubrigen Substanzen aus der 
Probe ausgewaschen . Die gebundenen Bakterien werden mit 
. Glucose-Oxidase konjugierten Antikorpern markiert. Die 
Glucose-Oxidase wird durch den Substratpuf f er nachge- 
wiesen, der Glucose, Peroxidase und TMB enthSlt. Nach 
festgelegten Reaktionszeiten werden Prob en entnommen 
und nach wenigen Minuten, nach AbschluB der Peroxidase- 
Reaktion mit Ref erenzfarben verglichen und damit die 
Konzentration des spezifischen Bakterienstammes bestiramt. 

2. Cholesterinspiegel 

Die Arteriosklerose, mit ihren gefahrlichen Folgen, wie 
Herzinfarkt und Schlaganf all, die haufigste Todesursache 
in der westlichen Welt, ist auf Einlagerungen von 
Cholesterin in GefaBwanden zuruckzufiihren, das aus LDL 
(low density lipoprotein) -Partikeln im Blut stammt. Der 
. LDL-Spiegel ist.direkt mit dem Risiko einer Arterioskle- 
rose korreliert. Die RisikoabschStzung ist also durch 
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Bestimmung des LDL-Spiegels moglich. Die Bestimmung 
kann durchgefiihrt werden mit Hilfe enzyramarkierter 
Antikorper gegen chol'esterin Oder Apoprotein B-100, 
dem Protein in LDL-Partikeln, das durch LDL-Rezeptoren 
in der Membran tierischer Zellen spezifisch erkannt 
wird. 

3. Nachweis von Pharmaka, Beispiel: Herzglycoside 
Herzwirksame Glycoside werden zur Therapie der Herzin- 
suffizienz verwendet, um Schlagvolumen und Minutenvo- 
luraen des Herzens zu steigern. Die Dosierung der Herz- 
glycoside muB individuell bestimmt werden und sehr ge- 
nau erfolgen. Man unterscheidet die Sattigungsdosis , 
die zum Erreichen der gewiinschten Wirkung verabreicht 
werden muB, und die Erhaltungsdosis, die zur Erhaltung 
des vollwirkspiegels notig ist. Die Erhaltungsdosis 
hangt von der Resorptions- und Abklingguote des einzel- 
nen Glycosides beim einzelnen Patienten ab. Es wird- 
vermutet, daB ca. 20 % der mit Herzglycosiden behandel- 
ten Patienten an einer Uberdosierung dieser Glycoside 
sterben. 

Die Serumkonzentration und damit die Resorptions- und 
Abklingquote lassen sich durch diesen Test rait Hilfe 
GOD-markierter Antikorper gegen Herzglycoside schnell 
und exakt in jeder Arztpraxis bestimmen. 

4. Nachweis von Hormonen, Beispiel: lutensisierendes 
Hormon (LH) 

Zum Zeitpunkt der Ovulation steigt der LH-Spiegel im 
Serum der Frau steil an und bleibt ca. 24 Stunden be- 
stehen, um wieder ebenso rasch abzuf alien. Im Rahmen 
arztlicher Hilfe bei unerfiilltem Kinderwunsch kann die 
betroffene Frau mit einem immunenzymatischen Nachweis 
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von LH im Urin den exakten Zeitpunkt des Eisprungs 
selbst bestimmen. Im Gegensatz zum Schwangerschaf ts- 
test durch immunologischen (Jr-HCG-Nachweis muB dieser 
Test quantitativ sain, da der Zeitpunkt des LH-Kon- 
zentrationsmaximums dem Ovulationszeitpunkt entspricht. 

5. Nachweis von AntikSrpern, Beispiel: Allergietest 
Charakteristisch fur Allergien ist die Bildung von IgE- 
Antikorpera, .die spezif isch gegen das betreffende Aller- 
gen gerichtet sind. Ein einfacher iininunenzymatischer 
Allergietest kann durchgef lihrt ' werden , indem die infrage 
. kommenden Allergene jeweils an eine feste Oberf lache 
gebunden werden und mit eiher Serumprobe des Patienten 
inkubiert werden, IgE-Antikorper , die an das Allergen 
gebunden wurden, lassen sich durch enzymmarkierte Anti- 
Human- IgE- Ant ikSrper nachweisen. Eine starke Enzymkon- 
zentration kennzeichnet das Allergen, gegen das der 
Patient sensibilisiert 1st. Ein solcher immunenzymati- 
scher Allergietest ist vollig risikofrei und fur den 
Patienten wesentlich angenehmer als. der herkommliche 
Allerietest, beidem durch subcutane Applikation der 
Allergene eine allergische Hautreaktion erzeugt wird. 
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Patentanspruche 

1 . Verfahren zur immunenzymatischen Bestimmung von 
Antigenen mit einem ersteh AntikQrper oder von 
AntikSrpern mit einem zweiten Antikorper und einem 
an den ersten bzw. zweiten AntikSrper kovalent ge- 
bundenen Indikatorenzym mittels eines Farbstoffes, 
indem eine Farbreaktion mit dem Indikatorenzym 
durchgeftihrt wird, 

dad ur ch gekennzeichnet, 
da£ die Farbstof fkonzentration nur An der GroBen- 
ordnung des Substratumsatzes liegt und daB in Ab- 
hangigkeit der Antigen- bzw. AntikSrperkonzentration 
unterschiedlich gefSrbte Reaktionsprodukte ent- 
stehen, so daB die quantitative Bestimmung des 
Antigens bzw. Antikorpers durch einen Vergleich 
der farbigen Reaktionsprodukte mit Ref erenzf arben 
erfolgt. 
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2. Verf ahren nach Anspruch 1 , 

dad.urc. h gekennzeichn e t , 
daB bevorzugt eine Farbstof fkonzentration im 
Bereich von 10 bis 100 nmol/ml verwendet wird. 

3. Verf ahren.. nach Anspruch 1-2, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB eine Farbstof fkonzentration im Bereich von 
10 bis 250 nmol/ml verwendet wird- 

4. " Verf ahren nach Anspruch 1-3, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB als Indikatorenzym Peroxidase verwendet 
wird, ■ 

.5. Verf ahren -nach Anspruch 1-3, 

dadurch gekennzeichnet , 
dafl als Indikatorenzym eine Oxidase in einem 
gekoppelten System mit Peroxidase verwendet 
wird. 

. 6. Verf ahren nach Anspruch 1-3, 

dadurch gekennzeichnet., 
daB als Indikatorenzym Glucose-Oxidase in einem 
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gekoppelten System mit Peroxidase verwendet 
wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 1-6, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB als Farbstoff ein Redoxindikator verwendet 
wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB als Farbstoff 3,3' , 5, 5 '-Tetramethylbenzidin 
verwendet wird. 
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